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Single-stranded fragments of Clavibacter michiganensis genomic DNA coding 
for 16S RNA are new, where the fragments comprise at least one sequence 
having at least 70% homology with sequence (I) and/or (II) or their 
complementary sequences. GCGAAAGTGACGGTACCTGCA (I) TATACCGACTTGCGCGGCACA 
(II). 

USE - The DNA fragments are used as probes and primers for detecting 
C. michiganensis infections, e.g. in tomatoes. 

ADVANTAGE - Using the new primers (I) and (II) in a standard PCR 
amplification, it was possible to detect 1 bacterium in 10 mul of sample 
(i.e. by detecting an amplification product of 592 bp) . The presence of a 
high number of contaminating bacteria did not affect the sensitivity of 
detection . 
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(57; (.'invention conceme une ou plusieurs sequences nu- 
cTeotidiques utilisees a visee de diagnostic pour la detec- 
tion de la presence de Clavibacter mTchiganensis et le pro- 
cede de detection. 

L'invention consiste en ce qu'un fragment monocatenaire 
de I'ADN genomique de Clavibacter michigahensis codant 
pour TARN 16S, une sonde susceptible de s'hybrider spe- 
cifiquernent avec I'ADN genomique de Clavibacter michiga- 
nensis et une amorce pour la polymerisation de I'ADN ge- 
nomique de Clavibacter michiganensis sont caracterises 
en ce qu'ils comprennent au moins une sequence nucleoti- 
dique presentant au moins 70% d'hornologie avec au 
moins une sequence nucleotidique choisie parmi les se- 
quences nucleotidiques, sequence N°1, sequence N°2 
identifiees dans la description, et leurs sequences com pie- 
men ta ires respectives. 




@ N° de publication : 2 733 754 



(a n'utiliser que pour tes 
commandes de reproduction) 



© N° d'enregistrement national : QIJ 0541 6 

(5l) Int CI 6 : C 07 H 21/00, C 12 Q 1/68 




I 111 lllll II 111 111 II 111 llll III 

2733754A1 I > 



2733754 



5 



10 



15 Fr.nm.nt de 1 ' XDN aenn -ni q ,, P de Clavibacter michiqanensis, , 

sonde d' hybridation , amorce ' amnlif ication, reactif et 

prnnp.de de detention de Clavibacter mich iqanensis . 
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La presente invention concerne un fragment de l'ADN genomique 
de Clavibacter michiganensrs; une sonde susceptible de 
s'hybrider specif iquement avec l'ADN genomique de Clavibacter 
michiganensis, une amorce pour amplifier specif iquement l'ADN 
genomique de Clavibacter michiganensis, un reactif et un 
procede pour detecter selectivement dans un echantillon 
25 biologique ladite bacterie, mis en oeuvre avec la sonde ou 
1' amorce de 1' invention. 

Les Clavibacter sont des bacteries Gram(+) appartenant aux 
actinomycetes, aerobies striates non sporulantes. 

Jusqu'en 1988, les Clavibacter etaient classes dans les 
Corynebacteries (Collins et . Br adbury , 1986), groupe 
taxonomique ayant subi de nombreuses modifications ces 
dernieres annees. Depuis .1988, ces Corynebacteries 
phytopathogenes ont ete reclassees dans : le nouveau groupe des 
Clavibacter suivant en cela les travaux de Carlson et 
Vidaver, qui, des 1982, montraient que 7 des 14 
corynebacteries phytopathogenes pouvaient former un groupe 
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taxonomique comprenant 4 especes differentes (aujourd'hui 
appelees Clavibacter michiganensis, tritici, rathayi et 
iranicum), les Clavibacter michiganensis se divisant eux- 
memes en 4 sous especes : Clavibacter michiganensis sous- 
5 espece michiganensis, nebraskense, sepedonicum et insidiusum. 

Une des principales caracteristiques des Clavibacter est que 
chaque espece ou sous-espece n'est pathogene que d'une seule 
plante, et qu'il est rare de pouvoir en isoler a partir 

10 d'autres plantes. Ainsi, le Clavibacter michiganensis sous- 
espece michiganensis est un pathogene de la tomate 
( Lycopersicon esculantum), responsable de la maladie du 
chancre de la tomate, affection majeure des vari^tes de 
plein-champ et de serre. Le Clavibacter michiganensis sous- 

15 espece michiganensis n'est transmis en general que par les 
sentences de tomate, semences sur ou .dans lesquelles on peut 
le retrouver (Tsiatos, 1986 ; Rat, 1984). Dans le cas d'une 
transmission par des techniques culturales (taille, 
- rempotage, arrosage. * . .) , les ef fets .plus tardifs du pathogene 

20 sont moins dommageables; ■ pour les cultures (Dullahide, 1983 ; 
Dhanvantari, 1989). 

Ce pathogene -peut survivre , en conservant son pouvoir 
pathogene pendant 18 mois dans des sols infestes par des 
25 cultures preeedentes de tomates contaminees et quelques mois 
sur les structures et le, materiel d'une exploitation 
(Strider, 1967 ; Moffet, 1984). 

* * 

Les symp tomes externes, caracterises par des taches brunes 
30 entourees d'un halo blanc (dites en oeil d'oiseaux) se 
transformant eh zones * de necroses, n 1 apparaissent , en 
general, que 'vers la 'maturite de la plante sur les feuilles, 
les tiges, les inflorescences et les fruits, bien que la 
bacterie puisse etre - presente dans la plante bien avant 
35 1' apparition de ces symptomes. Ceci rend , son diagnostic 
precoce difficile* 
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Les sympton.es internes n ' apparaissent eux aussi que sur les 
plantes adultes. Us consistent en 1' apparition de taches 
jaunes ou briin. fonce sur les vaisseaux du bois ; la moelle 
parait intacte au debut, mais. peut se creuser par la suite. A 
terme, le feuillage devient grille et les fruits verts ont 
tendance a tomber (Strider, 1969). 

Ces atteintes se repandent ensuite rapidement sur 1' ensemble 
de la plante et conduisent a la perte des fruits (Lelliott, 
1988). Ainsi, des pertes de recolte en champs de pres de 70 % 
peuveht etre observees (Lelliott, 1988). 

Decrite pour la premiere fois en 1910 par E.F. Smith, la 
maladie s'est etendue depuis dans toutes les zones du globe. 

Actuellement, la caracterisation des germes fait appel a des 
techniques biochimiques appliquees a des bacteries isolees de 
macerats de graines de tomate/,: methodes completees par des 
tests d' inoculation sur materiel vegetal sain, pour verifier 
le pouvoir pathogene des souches. Ceci necessite 3a 4 
semaines de delai pour obtenir un resultat (Gardan et 
Luisetti, 1986). 

Bien que des tests de detection par. immunofluorescence aient 
25 ete decrits precedemment ( Trigalet , . : 1974 ; De Boer, 1982), 
aucune technique d ' enzymologie, d ' immunplogie ou de biologie 
moleculaire rapide et suffisamment fiable pour etre 
homologuee n'a pu etre develpppee pour le diagnostic des 
Clavibacter (Thompson et coll. , 1988 , ; Johansen et coll., 
1989), et ce malgre 1 ' existence de 2 sondes d'ADN specifiques 
du Clavibacter michiganensis sous-espece michiganensis 
(Thompson et coll., 1988) et du Clavibacter michiganensis 
sous-espece insidiusum (Rassmussen et coll., 1989). Ceci 
tient au fait que 1 ' utilisation de ces sondes necessite 
d' avoir recours au prealable a des techniques tres lourdes 
d' extraction des acides nucleiques, comprenant en particulier 
des separations par centrifugat ion en gradient de caesium. 
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Aucune variete de tomate cultivee n'est aujourd'hui 
resistante a ce pathogene ( Leterrot et coll., 1978), et aucun 
traitement n'a pu etre mis au point pour, combattre la maladie 
ou desinfecter de fagon efficace les semences contaminees 
(Tsiantos, 1987 ; Dhanvantari 1989). 11 apparalt done 
aujourd'hui primordial de pouvoir diagnostiquer de maniere 
fiable, rapide et 6conomique la presence du Clavibacter 
michiganensis sous-espece michiganensis. sur des lots de 
semences. ^ ;>lu y ' 



Le but de la presente invention est done de proposer une ou 
plusieurs sequences nucleotidiques utilisees sous forme de 
sonde, d 1 amorce ou de reactif a visee de diagnostic pour 
permettre de detecter la presence du Clavibacter 

15 michiganensis dans les semences de tomates, suffisamment 
specif iques pour detecter le Clavibacter michiganensis sous- 
espece michiganensis parmi d / autres especes bacteriennes les 
plus proches, simples a mettre en, oeuvre et suffisamment 
fiables pour ne pas: detecter en particulier des bacteries 

20 mortes. r,o-^ 

La presente invention concerne a cet ef fet un fragment 
monocatenaire de I'ADN genomique de Clavibacter michiganensis 
codant pour 1'ARN 16S, caracterise en ce qu'il comprend au 
25 moins une sequence nucleotidique presentant au moins 70 % 
d 1 homologie avec au moins une sequence nucleotidique choisie 
parmi les sequences nucleotidiques, sequence N°l, sequence 
N°2 identifiees daris la description, et leurs sequences 
complementaires respectives . Par sequence complementaire on 
entend toute sequende <s > hybridant totalement avec la sequence 
representee. 



.. i 



Un second objet de 1-' invention concerne une sonde susceptible 
de s'hybrider specif iquement avec 1 ' ADN genomique de 
35 Clavibacter michiganensis, ladite sonde comprenant au moins 
une sequence nucleotidique presentant au. moins 70 % 
d' homologie avec au moins une sequence nucleotidique choisie 
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parmi les sequences nucleotidiques, sequence N"l, sequence 
N°2 et leurs sequences complementaires respectives. 

Un troisieme objet de 1' invention est de realiser une amorce 
5 (ou "primer" ) pour la polymerisation de l'ADN genomique de 
' Clavibacter permettant une amplification de l'ADN genomique 
L de Clavibacter michiganensis par diffferents moyens tels que 
par la technique de reaction en chaine de la polymerase 
encore appe lee PCR, par transcription inverse ou par reaction 
10 de ligation en chaine. Cette amorce comprend une sequence 
nucleotidique presentant au moins 70 % d'homologie avec au 
moins une partie d'une sequence de l'ADN genomique de 
Clavibacter michiganensis, cette sequence etant choisie parmi 
les sequences nucleotidiques, sequence N°l, sequence N°2 et 
15 leurs sequences complementaires respectives, 

Selon les techniques d f amplification envisagees, il est 
preferable d'utiliser un couple d ' amorces comprenant au moins 
une amorce de 1 ' invention . 1 De preference, pour obtenir le 
20 degre de specif icite voulu, il est necessaire d'utiliser une 
premiere amorce ayant au moins 70 % d'homologie avec la 
sequence N°l et une deuxieme amorce ayant au moins 70 % 
d'homologie avec la sequence N°2. 

25 Chaque amorce peut iridif f eremment joueir le role d 'amorce de 
capture ou d ' amorce de revelation. L 1 amorce de capture 
comprend ladite sequence N°l ou N°2 couplee a un marqueur ou 
associee a une sequence nucleotidique particuliere . L 1 amorce 
de revelation comprend ladite sequence N°l ou N°2 couplee a 

30 un marqueur permettant la revelation. 

Le quatrieme objet de 1 ' invention es'-t un reactif pour 
detecter selectivement le Clavibacter michiganensis dans un 
echantillon biologique mettant en application une sonde ou un 
35 couple de sondes de 1 ' invention telles que decrites ci- 
dessus. Dans ce cas, les techniques mises en oeuvre sont 
constitutes par des techniques d ' hybridation moleculaire 
comprenant une phase d ' hybridation et une phase de detection. 
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Pour permettre la. mise en oeuvre de la phase de detection, la 

sonde nucleique est couplee au prealable a une molecule dont 
la presence pourra etre revelee. 

5 De maniere analogue, le procede de detection selectif de 
Clavibacter michiganensis dans un echantillon biologique peut 
consister S exposer 1 1 ADN g6nomique ou l'ARN des bacteries, 

contenu dans ledit echantillon sous forme de fragment 

v 

monocatenaire, a au moins une sonde puis a detecter les zones 
10 d ' hybridation de maniere directe ou indirecte. En variante ce 
procede peut consister a realiser une amplif ication de 1 * ADN 
genomique de Clavibacter michiganensis en presence d'un 
syst&me enzymatique adapte et au moins un couple d' amorces et 
indentifier les fragments amplifies, Toutes les techniques 
15 d ' hybridation moleculaire ou d 'amplif ication genique connues 
a ce jour peuvent etre mises en oeuvre dans les procedes ci- 
dessus et notamment les techniques dites "Dot Blot" 
"Southern" et d ' hybridation sandwich pu les techniques de 
reaction de ligation^ en chaine ou Ligase Chain Reaction 
20 (LCR), les , techniques d ' amplif ication par transcription 
inverse ou TAS et les techniques de reaction en chaine de la 
polymerisation dites PCR, 

' i .i 

L 1 invention sera bien comprise a la lecture de la description 
25 suivante d'exemples de realisation, en reference aux dessins 
annexes dans lesquel$ : % 

la figure 1 represente la structure secondaire de 
l'ARN, 16S des procaryotes ; 
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la figure 2 represente les sequences respectives de 

1 f ADN codant pour l'ARN 16S de la zone variable V3 
des ,, bacteries Clavibacter michiganensis, Clavibacter 
non michiganensis et Curtobacterium et 

• -'■*■-.' 

la figure 3 represente les sequences respectives de 

,1 1 ADN codant. pour l'ARN 16S de la zone variable V6 
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des bacteries Clavibacter michiganensis, Clavibacter 
non michiganensis et Curtobacterium. 

II a ete montre que les ARN de transfert, ARNt compris entre 
les sequences exprimant les ARNr, peuvent differer d'une 
bacterie a 1 ' autre (Lewin, 1986) et que les sequences 
exprimant 1 ' ARNr 16S presentent des regions variables, 
numerotees classiquement de VI a V9 (la region V4 n'existant 
que chez les eucaryotes). Cette . structure secondaire des ARNr 
16S 'des ! procaryotes (etablie d'apres Gutell et coll., 1990) 
est representee a la figure 1. L'extremite 5 • P est symbolisee 
par uh cercle noir, l'extremite 3 'OH par une fleche. En gras 
sont representees les regions relativement conservees. Les 
regions variables sont numerotees de VI a V9 . 



Les sequences N'l et 2, objet de 1 ' invention, ont ete 
obtenues apres sequencage des regions variables V3 et V6 des 
ADN codant pour les ARN 16S de differents Clavibacter 
michiganensis, Curtobacterium. et Rhodococcus. Le 
20 positionnement de ces sequences . d ' ADN codant pour des ARN 16S 
est decrit par rapport, a la sequence de reference de 1 ' ARN 
ribosomique de E. Coli, telle que deer ite dans : NEEFS J.M. ; 
VAN DE PEER Y. ; HENDRIKS L. ; de : WACHTER R. (1990) : 
"Compilation of small ribosomal subunit RNA sequences". 
25 Nucleic Acids Research 18 , supplement ,- 2237-2317. 

La figure 2 represente les sequences obtenues apres 
sequencage des regions variables V3 a V6 des ADN codant pour 
des ARN ribosomiques ARNr 16S de trois groupes de souches 

30 differents correspondant chacun a • une ligne de sequence. Le 
groupe N°l correspondant a la liste de sequence de bases 
representee a la premiere ligne, Les. souches concernees, dont 
la numerotation correspond a celle de la collection francaise 
INRA de bacteries phytopathogenes, aupres de laquelle les 

35 souches peuvent etre obtenues; comprennent : 
. Groupe N ° 1 : 

1. le Clavibacter michiganensis sous-espece michiganensis ; 
N° 2352, souche type ; Lycopersicon esculentum (tomate) ; 
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2. le Clavibacter michiganensis sous-espece michiganensis ; 
N° 2499, Solanum nigrum ; 

3. le Clavibacter michiganensis sous-espece michiganensis ; 
N° 2501, Capsicum annuum (piment) ; 

4. le Clavibacter michiganensis sous-espece insidiusum ; N° 

2404, souche type ; Medicago sativa (tabac) ; . , 

5. le Clavibacter michiganensis sous-espece nebraskensis ; N° 

2405, souche type ; Zea mays (mails). 



Le groupe N°2 correspondant a la deuxieme ligne de 
des sequences etablies dans la figure: 2 comprend : 



7 . le Clavibacter iranicus 
aestivum (ble) ; 

8. le Clavibacter rathayi 
glomerata ; 

9. le Clavibacter tritici 
aestivum ( ble ) ; 



N 



807 , souche type 



la liste 



Triticum 



N 



N 



2406 , souche type ; Dactylis 



138:5, souche type 



Triticum 



Le troisieme groupe- correspondant a la troisieme ligne de 
20 sequence representee -comprend : 

10, Curtobacterium f laccumf aciens pv. betae ; n° 2402, souche 
type ; Beta vulgaris ; ; i 

11. Curtobacterium flaccumf aciens pv. flaccumf aciens ; N° 
1389 ; Phaserilus sp. ( haricot ) ; 

25 12. Curtobacterium flaccumf aciens pv. oortii ; N° 1384, 
souche type ; Tulipa gesneriana ; 

13. Curtobacterium flaccumf agiens pv. poinsettiae ; N° 2403, 
souche type ; Euphorbia pulcherrima. 



30 La sequence N°l - a ete .identifiee comme suit. 



35 



La sequence cible constitute par 1 1 ADNr ( ribosomique ) codant 
pour la region V3 de 1 ! ARNr 16S a ete amplifiee a partir de 
105 bacteries appartenant a l'un des groupes 1, 2 ou 3 
precites. Cette amplification a ete realisee a partir des 
amorces repondant aux sequence N°3, sequence N°4 dont les 
sequences sont representees a la fin de la description. La 
dimension du fragment: ^amplifie obtenu y compris les amorces 
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est de 199 bases. Ce fragment est flanque a son extremite 5' 
de 1' amorce correspondent a la sequence N"3 et a son 
extremite 3' OH de 1 * amorce correspondant a la sequence N°4. 
La technique" d' amplification -retenue est la technique de la 
5 reaction en chaine de la polymerase encore appelee PCR 
' (Polymerase Chain Reaction, Sacki et Coll 1983). 

Cette technique de polymerase par reaction en chaine comprend 
trois etapes : 

10 - uhe premiere etape de denaturation de l'ADN double brin en 
deux matrices simple brin ; 

- une hybridation avec un couple d' amorces (sequence N°3, 
sequence N°4) delimitant la region a amplifier ; 

- la synthese par une enzyme, en general une polymerase 
15 thermoresistante, du brin complementaire. 

La temperature de mise en oeuvre de la PCR est de 66°C. Les 
conditions de PCR sont telles que suit : milieu reactionnel : 
1,5 mM MgCL2, 30 ng de chaque amorce , 0,25 U Taq. Polymerase 

20 (Red GOLDSTAR, marque deposee commercialisee par Eurogentec 
SA). Cette etape est suivie d ' une etape de purification par 
filtration des produits d ' amplification aii moyen d*un systeme 
Centricon 100 (marque deposee) commercialise par la Societe 
Amicon SA. Dans une etape suivante, il est realise une 

25 amplification dif ferentielle de ces fragments pour produire 
l'ADN simple brin. Cette etape d ' amplification est realisee 
dans les memes conditions que ci-dessus a 1* exception des 
concentrations d' amorces qui sont telles que suit : 
Amorce representee par la ' sequence N° 3 : 2 pmoles 13,4 ng 

30 Amorce representee par la sequence N°4 : 50 pmoles 333 ng 

Une nouvelle etape de ' purif icatiori par filtration des 
produits est realisee au moyen d'un systeme de type Centricon 
100 (marque deposee) commercialise par Amicon SA. Ensuite, la 
35 sequence nucleotidique complete des brins d'ADN 
complementaires de chaque fragment est determinee par la 
methode de SANGER F. ; NICKLEN S. ; COULSON A.R. (1977) : DNA 
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sequencing with chain- terminating inhibitors ; "Proceedings 
of the National Academy of Sciences of the U.S.A. 74 ; 5463". 

* » 

Les alignements de ces sequences permettent de mettre en 
5 evidence la serie de bases encadree sur la ligne N°l 
correspondant a une sequence de .. Clavibacter michiganensis. 
Cette sequence correspond a la sequence N°l representee en 
fin de description. 

10 De maniere analogue, on a obtenu les sequences representees a 
la figure 3 apres sequengage des regions variables V6 des ADN 
ribosomiques codant pour les ARNr 16S des. trois groupes de 
souches suivants : 

15 Le groupe N°l. comprend : 

I. le Clavibacter michiganensis sous-espece michiganensis ; 
N° 2352, souche type ; Lycopersicon esculentum ( tomate ) ; 

5. le Clavibacter michiganensis sous-espece nebraskensis ; N° 
2405, souche type ; Zea ; mays (mais). 

20 

Le groupe N°2 comprend;.: . 

8. le Clavibacter, rathayi ; N° 2406, souche type ; Dactylis 
glomerata ; 

9. le Clavibacter tritici ;.,N° 1385, souche type ; Triticum 
25 aestivum (ble) ; 

Le groupe N°3 comprend : t 

II. Curtobacterium f laccumf aciens pv. f laccumf aciens ; N° 
1389 ; . Phaseolus sp.. (haricot) ; 

30 12. Curtobacterium. . f laccumf aciens pv. oortii ; N° 1384, 
souche type ; Tulipa gesneriana ; 

13. Curtobacterium f laccumf aciens pv. poinsettiae ; N° 2403, 
souche type ; Euphorbia pulcherrima . 

35 Ces sequences ont ete obtenues de la maniere suivante : la 
sequence cible c.onstituee par l'ADNr ( ribosomique ) codant 
pour la region ,V6 de. l'ARNr 16S a ete amplifiee par PGR a 
partir de 105 bacteries appartenant a 1 1 un des groupes 1, 2 
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ou 3 precipes. Cette amplification •• ate ^aUse, a partxr 
d . u „ couple d' amorces correspondant aux sequences N 5 at 6 
qui sont representees a la fin de la description. La taxlle 
du fragment amplifie obtanu est de 173 bases. Ce fragment est 
flanque- a son extremite 5' de 1' amorce representee par la 
sequence N'5 et a son extremite 3'0H de 1'amorce representee 
par la sequence N'6. La temperature de mise en oeuvre de 
PGR est-de 60«C. Les conditions de PCR sont identiques a 
celles < decrites; pour 1'obtention de la., sequence N'l ci- 



10 dessus . 



Les alignments des sequences obtenues pern,ettent de mettre 
en evidence la serie de bases encadree sur la Hgne N 
correspondant a une sequence de Clavibacter michiganensis 
15' cette sequence correspond a la sequence M-2 representee en 

fin de description. 

Ce sequencage de 1 * ADN ribosomique codant pour les ARNr 16S 
de s zones variables V3 a V6 permet d' identifier deux zones de 

20 sequences encadrees sur les figures 2 et 3 correspondent 
respectivement aux sequences cibles des sequence N 1 et 
sequence N-2 utilisees < comme sondes ou comme amorces. On 
constate cependant que la sonde correspondant a la sequence 
ri ne permet pas d 'etablir une .distinction entre les 

25" Clavibacter michiganensis et les Curtobacterium. Tel n'est 
oas lecas de la sonde correspondant a la sequence N 2. C est 
pourquoi, pour obtenir le dsgre de specificite voulu, on 
utilisera la "plupart du temps un' couple d' amorces ou de 
sondes qui correspondent respectivement aux sequences N 1 et 

30 N°2* 

*<± riauihacter michiganensis au moyen de 
L' identification de Clavioaciei IUJ,ulJ,y 

sondes ou d' amorces conformes a 1' invention peut etre obtenue 
au moyen de differentes techniques. Ainsi, on distingue les 
35 techniques d • hybridation et les techniques d • amplif icatxon. 

La technique d' hybridation retenue peut par exemple 4t» 
C elle dite <T hybridation -sandwich". Dans ce cas. 
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purifie est obtenu, 1 selon par exemple la technique 
d' extraction de l'ADN des Clavibacter mettant en oeuvre le 
protocole decrit par Thompson dans t : , THOMPSON E • ; LEARY 
J. V.; CHUN W.W.WC. (1989) : "Specific detection of 
Clavibacter michiganensis sous-espece michiganensis by a 
homologous DNA probe". Gentics 79(3). 311-314. 

L ' identification de Clavibacter michiganensis, peut. fegalement 
etre realisee par hybridation directe ^sur.,. colonies en 
utilisant un systeme de detection non-radioaptif et semi- 
automatise decrit dans le brevet frangais N° 90.07249 dont le 
contenu 1 est incorpore a la presente description, si besoin 
esti L 1 identification des ; souches de Clavibacter 
michiganensis a partir des souches decrites dans les groupes 
1 ci-dessus a 1 ete confirmee selon cette technologie de 
detection non radioactive. 

L ' extraction de I'ADN total a partir des colonies est 
realisee de la maniere suivante. Une colonie bacterienne 
20 standardisee a un inoculum 10^ bacteries est reprise dans 400 
pi d'une solution de citra.te.de sodium 0,1 M contenant 0,85 g 
de chlorure de sodium. On ajoute 40 pi de detergent 
desoxychlorate de sodium (1 %). Apres incubation 5 minutes a 
temperature ambiante, 4 extractions phenol-chlorof orme sont 
25 effectuees (Maniatis et coll. 1982). L'ADN est precipite a 
l'ethanol. Le culot est repris dans 100 pi de tampon citrate 
de sodium. Cette solution est soniquee avec un sonicateur 60 
W ( Societe Bioblock sous la ref. C72442) utilisant une sonde 
de type "cuphorn" (Societe Bioblock sous la ref. C72438) afin 
30 d'obtenir une population de fragments de taille majoritaire 
de 1 kilobase. 

Un aliquote correspondant a 108 bacteries dans 10 pi est 
alors identifie par . hybridation selon le protocole suivant. 
35 Dans une _ plaque s de , microtitratipn ( Nom commercial Nunc 
439454 ) est deposee une solution de la sonde 
oligonucleotidique de capture ( sonde sequence N°l) a 1 ng/pl 
dans du PBS IX ( : 0,15 ( MNapi, 0,05 M phosphate de sodium, pH 



10 



15 
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7,0). La plaque est incubee 2 h a 37 'G puis lave.e 3 fois avec 
300 ul de PBST (PBS - detergent de marque TWEEN de la Societe 
MERCK). La cible constitute par 10.pl de 1 ' ADN total sonique 
est melangee avec 70 pi de tampon PBS. saumon [PBS3X + ADN de 
sperme de saumon 10 ug/ml, (Societe Sigma sous la ref. 
D9 156)] et 10 pi de soude 2N. L' ensemble est neutralise 5 
minutes apres, par 1' addition de 10 pi d'acide acetique 2N. 
L 'ensemble est ajoute dans le puits en plus de 50 pi d'une 
solution du conjugue composee de la sonde de detection 
(sequence complementaire de la sequence N°2) marquee a la 
peroxydase a la concentration de 0,1 ng/pl dans un tampon PBS 
cheval [PBS3X + 10 % serum de cheval, (Societe bioMerieux SA 
ref. 55842 )] . 

' ■ 

La plaque est incubee 1 h a 37 °C et lavee par 3X 300 pi de 
PBS Tween [PBS1X + 0,5 % Tween 20 (Societe Merck ref. 
822184)]. 

200 pi de substrat PPD ( Sigma SA ; ref . PS187) sont ajoutes 
par puits. Apres 20 minutes de reaction, 1 ' activite 
enzymatique est bloqOee par: 100 ■ pi ;d ' H 2 S0 4 IN et la lecture 
est effectuee sur un lecteur de microplaques a 492 nra. 

Le systeme ne genere pas de bruit de fond puisque le puits 
contenant 1 ' ADN de saumon du tampon d ' hybridation qui est 
sonique de la meme maniere que 1 1 ADN des souches testees, ne 
genere pas de signal. 

D'autres techniques d ' hybridation moleculaire peuvent 
egalement etre mises en oeuvre dans le cadre de 1' invention. 
Ces techniques d' hybridation moleculaire comportent tou jours 
une phase d ' hybridation sui vie d'une phase de detection. La 
phase d' hybridation peut etre realisee dans des conditions 
tres variees. II s'agit le plus souvent d ' hybridation sur 
membrane, comme dans le cas des dot-blot (ou les acides 
nucleiques sont deposes et fixes directement en des endroits 
precis de la membrane) ou de Southern blot dans le cas 
desquels, apres migration; sur un gel d ' electrophorese, les 
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acides nucleiques sont transferes puis fixes sur la membrane. 
Dans ce cas, ce sont / les acides , nucleiques cibles, 
correspondant dans le cadre de -1 ' invention a l'ADN genomique 
de Clavibacter michiganensis qui sont fixes sur la membrane. 
5 Au contraire, dans le cas d • hybridation sur des supports 
solides de type microplaques ou billes magnetiques, ce sont 
les sondes nucleiques correspondant aux sequences; . N ° 1 et N ° 2 
qui sont fixees sur ledit support. Le supppr ; t, ; est sous toute 
forme appropriee telle que tube, : cone, puits, plaque de 
10 microtitration, feuille, polymere soluble. ,11 est constitu6 
par un materiau naturel, de synthese, modi fie chimiquement ou 
non et est, selon la technique retenue, choisi parmi les 
polystyrenes, les copolymeres styrene-butadiene, les 
copolymeres styrene-butadiene en melange avec des 
15 polystyrenes, des ' polypropylenes, des polycarbpnates, des 
copolymeres polystyrene-acrylonitrile , des copolymeres 
styrene-methylmethacrylate de methyle , parmi les fibres 
synthetiques Nylon et naturelles, parmi les polysaccharides 
et les derives de la cellulose. 

V - 

Apres cette phase / d' hybridation, une phase de detection 
intervient . Pour ce faire, la' sonde nucleique est couplee au 
prealable a une molecule dont la presence pourra etre 
r eve lee . 

25 

Trois types de eouplage existent : 

a) les couplages avec un isotope radioactif (32p, 35s, ...), 
pour lesquels la revelation se fera par autoradiographie. 

30 . . 

b) les couplages avec une- molecule enzymatique, pour lesquels 
la revelation se - fait directement, comme la peroxydase ou la 
phosphatase alcaline ou une enzyme susceptible d 1 hydrolyser 
un substrat chromogene, fluorigene ou luminescent ( Jablonski 

35 et coll., 1986 ; Li et colL, 1987). 

* > ■> 

c) les couplages, avec des sequences nucleotidiques 
particulieres, des composes . chimiques chromophores, des 
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des 



composes chromogenes, fluorigenes ou luminescents , 
analogues de bases nucleotidiques ou des molecules inertes 
(acetyl amino fluorene, biotine, . groupement sulfone, la 
digoxygenihe, des sterols naturels, la digitale), revelees 
de faccin indirecte grace a des anticorps lies a des systen.es 
de 'revelation reconnaissant la molecule couplee a la sonde 
(Urdea et coll., 1988 ; Heino et coll., 1989 , Grimont ; et 
coll., 1989 ; King et coll., 1989, Cuppels et coll., 1990, 
Wood et coll., 1990). 

. , '.. "*\. ' * 

Bans " lea deux derniers cas b) et c), les systemes de 
revelation font intervenir des reactions color imetriques, la 

fluorescence ou la bhimioluminescence. 

* ■ 

L'exemple precite faisait intervenir un couplage de type b. 

A ces techniques d • hybridation moleculaire, il est toutefois 
prefere, dans le cadre de 1' invention, les techniques 
d . amplification genique. On citera pour memoire la technique 
de reaction de ligation > en chaine et la technique 
d- amplification par transcription inverse. La technique de 
taction de ligation en chaine ou LCR ( Ligase Chain Reaction 
■ Barany, 1991) est une technique proche de la PCR. Cette 
iechnique utilise les proprietes d'une ligase 
thermoresistante qui permet de lier deux amorces contxgues 
hybridees a la matrice d ' ADN ;' ces -deux amorces etant 

- «~ m°t ■ r\w n°2 et une amorce 

constitutes par les sequences N 1 ou N 2 et; u 

choisie parmi les sequences decrites des regions V3 et V6 
contigues de celle-ci. L'interet del, technique reside dans 

Ar±€* m f Dcanariments apparaissent lors de 
le fait que si des mesaparnutjuLa 

!• hybridation des amorces, la reaction de ligation ne P eut 
avoir lieu. 

La technique d' amplification par transcription inverse ou 
TAS (Transcription-based Amplification System, Kwoh et coll., 

1QQn p(5t has A e sur l'utilisation simultanee 
1989 ; Compton, 1991), est oasee &ui j. « 

de deux enzymes : 



» 
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la transcriptase inverse du virus aviaire de la 
myeloblastose, qui permet la synthese d ' un ADN complementaire 
3 partir d'un heteroduplex ARN/ADN constitue d^ la matrice 
ARN a amplifier, hybridee a un oligonucleotide choi^i ; 
5 - 1 f ARN polymerase du phage T7, qui,, a partir du cDNA cible 
hybrid^ a un deuxieme oligonucleotide portant la sequence de 
reconnaissance de cette enzyme, synthetise de _10 a 1000 
copies d'ARN. , lt 

10 Ainsi, a chaque cycle, le coefficient d ■ amplification obtenu 
est bien superieur a 2, comme dans le cas de la PCR, et k 
partir d'une seule copie de la sequence a amplifier, 11 est 
possible en 4 cycles seulement d ' obtenir 106 copies 
identiques ( Kowh et coll., 1989). 

15 

Cependant, en raison du developpement technique de ces 
differents procedes, il apparait aujourd'hui que la technique 
la plus adaptee aux sequences objet de 1 1 invention est la 
reaction en chaine de la polymerase, ou PCR (Polymerase Chain 
20 Reaction ; Saiki et coll.-, 1983). 

Un exemple de tnise en oeuvre de cette technique va etre 
decrit ci-apres. , , 

25 1. Preparation des echantillons : 

II convient tout d'abord dans un premier temps de preparer 
des 6chantillons , sur lesquels les sondes pourront etre 
testees. Ces echantillons n sont obtenus a partir de lots de 
sentences de tomates- ay ant ete soumises a une maceration. La 

30 maceration s'effe.ctue, dans les conditions suivantes : 50 ml 
de semence, isoit environ 25 g 

mac6rer pendant 24 heures sous agitation a 28° dans une 
solution de maceration constitute de tampon phosphate 0,01M 
ajuste a pH 7,2 et d'.acide nalidixique d'une concentration de 
35 4 mg/1. La solution mere.de ce tampon phosphate 10X presente 
une composition telle que suit : 
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32, 626gNa2HP04l2H20 
l,088gKH2PO4 

H20qspll 

2. Preparation des amorces : 

II convient d'utiliser les sequences N°l et N'2 specifiques a 
1' identification de Clavibacter michiganensis . Ces sequences 
voht etre utilisees sous forme d * amorce specif ique pour 
1' amplification par la polymerisation de l'ADN genomique 
codant pour l'ARN ribosomique 16S desdites bacteries. Ces 
amorces sont generalement utilisees sous forme de couple 
comportant la sequence N°l et la sequence N°2. La sequence 
N°l comme la sequence N°2 peuvent iridif f eremment constituer 
1' amorce de capture oul 'amorce de detection. 

Le test est base sur le fait que, si la bacterie recherchee 
est presente dans 1 ' echantillon, l'oligosonde specif ique 
correspondant aux sequences N°l et N°2 va pouvoir s'hybrider 
a sa sequence cible et 1 ' amplification aura lieu. Sinon, en 
1' absence de la bacterie recherchee, l'oligosonde ne pourra 
pas s'hybrider et 1 ' amplification ne s'effectuera pas. 

* v 

Dans 1 ' exemple decrit, le couple sequence N°l, sequence N°2 
determine une region a amplifier de< 592 paires de bases. La 
temperature d ' hybridation utilisee pour la PCR correspondante 
(Tni) doit etre de 66°C pour assurer la specificite du test. 

Conditions de PCR : 

Milieu reactionnel : 1,5-mM MgCl2, 100 ng de chaque amorce, 

0,25 U Taq Polymerase (Red GOLDSTAR, Eurogentec SA). 10 uL 

d' echantillon, volume final de 50 pi 

Cycles PCR : 

1 cycle : 10 mn, 95°C 

30 cycles : 1 mn 95°C ; 1 mn 66 °C ; 30 s 72 °C 
1 cycle : 10 mn, 72 'C. 



* 
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On obtient ainsi en 2 heures correspondant a environ 30 
cycles de reaction 

230 

sequences double brin theoriquement 
identiques a celle choisie initialement. 

5 Chaque amorce peut jouer indifferemment un role d ' amorce de 
capture ou d ' amorce de revelation. L f amorce de, capture qui 
comprend ladite sequence N°l ou N°2 est fixee sur un support 
par absorption passive ou couplee a un marqueur ou associee a 
une sequence nucleotidique particuliere, par exemple, la 
10 sequence de reconnaissance specif ique de CGNA ,comnie cela est 
mis en oeuvre dans le kit captagene -GCN4 commercialise par 
Amrad Corporation Australie. 

L 1 amorce de revelation comprend ladite sequence . N°l ou N°2 
15 couplee a une molecule biochimique de revelation. Ainsi, dans 
1 1 exemple pr6cite, 1 1 amorce de capture ( sequence N° 1 ) etait 
fixee directement sur la microplague de revelation tandis que 
1' amorce de revelation (sequence N°2) etait couplee a la 
peroxydase. , ; , 

20 , 

Parmi les marqueurs susceptibles d'etre couples a 1 1 amorce de 
capture ou. a 1 ' amorce de revelation, on peut citer notamment 
des isotopes radioactifs, des sequences nucl6iques, des 
molecules enzymatiques telles que la peroxydase ou la 

25 phosphatase alcaline, ou toute autre enzyme susceptible 
d'hydrolyser , . . un substrata chromogene, fluorigene ou 
luminescent, des composes -chimiques chromophores, des 
composes chromogenes, fluorigenes ou luminescent s, des 
analogues de bases nucleotidiques ou des molecules inertes 

30 (acetyl amine f luorene, la biotine, groupement sulfone, la 
digoxygertine, des steroides naturels, la digitale), revelees 
de facon indirecte .grace a des anticorps lies a des systemes 
de revelation reconnaissant la molecule couplee a la sonde 
(Urdea et coll., 1988 ; Heino et. coll., 1989 ; Grimont et 

35 coll., 1989 ; King et coll., 1989, Cuppels et coll-, 1990 ; 
Wood et coll., 1990). 
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II est ainsi possible, pour permettre 1 ' automatisation de 
cette etape de revelation, de realiser une revelation par 
hybridation sur support solide de type microplaque, pour 
visualiser les fragments amplifies. Pour ce faire, deux 
5 sondes (par exemple, la sequence N°l et la sequence 
complementaire de i " la sequence N°2), du type de celles 
decrites ci-dessus, situees a 1 ' interieur de la sequence 
amplifiee, sont utilisees : la premiere, correspondant a 
1 • amorce de capture, est fixee sur le support et permet de 
10 "capter" le fragment amplifie ; la seconde, correspondant a 
1 » amorce de detection, couplee a un systeme de marquage non 
radioactif, entrainant une reaction color imetrique, permet la 
revelation. 

15 Classiquement, la phase de revelation peut egalement etre 
rfealisee par coloration au bromure d 1 ethidium des fragments 
amplifies separes sur gel d 1 electrophorese. 

Lorsque la PCR est realisee sur des suspensions de 
20 Clavibacter michiganensis de concentrations connues, par 
exemple 5.106 bacteries/ml , le seuil minimum de detection 
atteint par cette methode, en particulier par revelation au 
bromure d' ethidium est de 1 bacterie pour 10 jjl 
d f echantillon, soit une concentration de 100 bacteries / ml 
25 pour 30 cycles de PCR. La presence d'un grand nombre de 
bacteries contaminantes n'affecte pas la sensibilite et la 
specificite du test. Pour obtenir des resultats fiables, il 
convient d^tiliser les sequences N°l et N 6 2 simultanement , 
comme precise ci-dessus. 
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Sequence N° 1 
Sequence N ° 2 
Sequence N°3 
Sequence N° 4 
Sequence N° 5 
Sequence N°6 



GCGAAAGTGA CGGTACCTGC A 
TATACCGACT TGCGCGGCAC A 
CCAGACTCCT ACGGGAGGCA 
GTATTACCGC GGCTGCTGGC 
TTGACGGGGG CCCGCACAAG 
TTGCGGGACT TAACCCAACA T 
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REVENDICATIONS 



1. Fragment monocatenaire de 1 ' ADN genomique de Clavibacter 
michiganensis cbdant pour l'ARN 16S," 

5 caracterise en ce qu'il camprend au moins une sequence 
nucleotidique presentant au moins 70 % d'homologie avec au 
moins une sequence nucleotidique choisie parmi les sequences 
nucleotides, sequence N'l, sequence N'2 identifies dans 
la' " description, et leurs sequences complementaires 
10 respectives. 

2. Sonde susceptible de s'hybrider specif iquement avec 1 ' ADN 
genomique de Clavibacter michiganensis, 

caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une sequence 
nucleotidique presentant au moins 70 % d'homologie avec au 
moins une sequence nucleotidique- choisie parmi les sequences 
nucleotidiques, sequence N»l, sequence N°2 identifies dans 
la description, et leurs sequences complementaxres 

respectives. 



3 Sonde de capture selon la revendication 2, 
caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi les sondes de la 
revendication 2. 

25 4 Sonde de detection selon la revendication 2, 

caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi les sondes 
de la revendication 2. 



30 



35 



5 Sonde selon 1 ' une des revendications 2 a 4, 

caracterisee en ce qu'elle est marquee au moyen d'un marqueur 
choisi parmi des isotopes radioactifs, des molecules 
enzymatiques telles que la peroxydase et la phosphatase 
alcaline ou toute autre enzyme susceptible d'hydrolyser un 
substrat chromogene, fluorigene ou luminescent, des sequences 
nucleotidiques specifiques, des composes chimiques 
chromophores, des composes chromogenes, fluorigenes ou 
luminescents, des analogues de bases nucleotidiques, des 
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molecules inertes telles que la biotine, la digoxyg6nine, des 
st6ro£des . 

6. Amorce specif ique pour 1 1 amplification par la 
polymerisation de l'ADN genomique de Clavibacter 
michiganensis, 

caract^risee en ce qu'elle comprend au moins une sequence 
nucleotidique pr6sentant au mpins 70 % d 'homologie avec au 
moins une sequence nucleotidique choisie parmi les sequences 
nucleotidiques, sequence N°l, sequence N°2 identifiees dans 
la description, et leurs sequences complementaires 
respectives . 

*■ 

7. Couple d' amorce selon la revendication 6, 

15 caract6rise en ce que en ce qu'il est choisi parmi les 
couples d ' amorce constitu^s par une amorce de capture et une 
amorce de detection, l'une repondant a une sequence N°l ou a 
sa sequence complementaire et 1* autre, repondant a une 
sequence N°2 ou a sa sequence complementaire., 

20 

8. Amorce selon 1 ' une des revendications 6 et 7, 
caracterisee en ce que 1 ' amprce , est fixee sur un support ou 
marquee au moyen d'un marqueur choisi parmi des isotopes 
radioactifs, des sequences nucleotidiques specifiques, des 

5 molecules enzymatiques telles que la peroxydase et la 
phosphatase alcaline ou toute autre . enzyme susceptible 
d'hydrolyser un substrat chromogene, fluorigene ou 
luminescent, des composes chimiques chromophores , des 
composes chromogenes, fluorigenes ou luminescents, des 
0 analogues de bases nucleotidiques, des molecules inertes 
telles que la' biotine, la digoxygenine, des steroides. 

9. Reactif pour detecter selectiyement le Clavibacter 
michiganensis dans un echantillon biologique, 

5 caracterise en ce qu ' il comprend au mpins une sonde selon 
l'une des revendications 2 a 5. 
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10 Reactif selon la revendication 9, 

caracterise en ce que chaque sonde est en milieu liquide ou 
fixee sur un support solide directement ou indirectement . 

11. Reactif pour detecter selectivement le Clavibacter 
michiganensis dans un echantillon biologique, 

caracterise en ce qu'il comprend au moins une amorce, selon 
l'une des revendications 6 a 8.^ 

12. Precede de detection selective de Clavibacter 
michiganensis dans un echantillon biologique selon l'une des 
revendications 1 a 5, 

caracterise en ce qu'on expose 1 ' ADN genomique ou l'ARN des 
bacteries contenu dans ledit echantillon sous forme de 
fragment monocatenaire a au moins une sonde et on detecte les 
zones d' hybridation avec ladite sonde. 

V ' ■ v *■ 

13. Precede de detection selective de Clavibacter 
michiganensis selon l'une de*. revendications 1 et 7, 
caracterise en ce qu ' on realise une amplification de 1 ' ADN 
genomique de Clavibacter michiganensis en presence d'un 
systeme enzymatique adapte et au moins un couple d' amorces, 
en ce qu'on identifie les fragments amplifies. 
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355 360 

Cjnl^iOdQMDSli * : amorce A3 GCAGTGC^GGAATATTG 



r. nnn mic hignnensis . :amorceA3 — : ^ _ 

r-., r tQhnnterium @ : amorce A3. 

370 380 390 400 410 

cacaatgggc^aaagcctgaIgcagcaacg6cgcgtgagggatgac 



420 430 440 450 460 

gg-c1tcgggttgtaaacctctttIagtagggaagaa|gcgaaagZ^ 

v ' w G CTTCGG 



480 490 500 510 

- - |gACGGTACc{gCA1 GAAAAAGCACCGGCTAACTA< - :amor . B3 
CT — • : — — 



< - 

< - 



amor . B3 
amor . B3 



FIG.2 
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940 950 

C.michiganensis * : amorce A6 CGGCGGAG^G/aJgGGG 

C. non mirhiqanensis . :amorceA6 . 

Curtobacterium ® : amorce A6 : — ^_ 

950 970 980 990 1000 

ATTAAfrCGATGCAA<^CGGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATX 

j a _- AT CCT 

T - C_ 

1005 1045 

CCGGAAACATGCAGAGAT - - IGTGTGCCCCGC - AAGTC - GGTAT^C 

_T_ACCG_CTCT____AGAGTm . TT - CG_A_A_AGTG 

- GC ■■ - - -_ GTC TTGTG A G - _ 



1050 1060 1070 

AGGTGGTGCATGGtIgTCGTCAGCTACGT <-.'.. amorce B6 

' _-____< - • • amorce B6 

t < - . . . amorce B6 



FIG.3 
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